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Določanje elektroforetske mobilnosti fulerenheksamalonatnega iona s kapilarno 
elektroforezo  
Povzetek: Kapilarna elektroforeza (angl. capillary electrophoresis) je analizna 
separacijska tehnika, katere prednost pred drugimi separacijskimi tehnikami je, da za 
analizo zahteva manjšo količino vzorcev in topil kot nekatere druge separacijske tehnike. 
Separacija poteka v električnem polju znotraj kapilare, napolnjene s pufrsko raztopino. 
Osnovni princip ločbe temelji na klasični elektroforezi in elektroosmotskem toku. S 
pojmom elektroforeza označujemo migracijo ionov pod vplivom električnega polja, 
medtem ko z izrazom elektroosmotski tok poimenujemo gibanje celotne raztopine 
elektrolita v kapilari proti katodi zaradi delno deprotoniranih silanolnih skupin na steni 
kapilare in prebitka kationov v pufru. Z elektroforezo ločimo delce z različnimi naboji, 
saj slednji znatno vplivajo na elektroforetske mobilnosti delcev, kot tudi delce z enakimi 
naboji, če so različnih velikosti ali oblik. 
V svojem delu sem želela z metodo kapilarne elektroforeze določiti elektroforetsko 
mobilnost fulerenheksamalonatnega iona, ki nastane pri ionizaciji fulerenheksamalonske 
kisline Th-C66(COOH)12. Elektroforetsko mobilnost sem izračunala iz izmerjenih 
migracijskih časov vzorca in acetona, električne napetosti na kapilari in dolžine kapilare. 
Ker je fulerenheksamalonska kislina občutljiva na delno dekarboksilacijo, smo na 
posnetih elektroferogramih opazili dva vrhova: prvi izvira iz nedegradirane kisline Th-
C66(COOH)12, drugi pa je najverjetneje posledica prisotnosti enkrat dekarboksilirane  
fulerenheksamalonske kisline, C66H(COOH)11. Spreminjala sem pogoje ločbe, raztopino 
vzorca nakisala in jo segrevala pri višji temperaturi ter s tem pospešila delno 
dekarboksilacijo. Namerna degradacija vzorca se je odrazila tudi na elektroferogramih: 
pojavilo se je več novih vrhov, ki so bili posledica degradacije spojine, ko je iz molekule 
izstopila več kot le ena molekula CO2. 
V svoji diplomski nalogi sem med drugim tudi želela ugotoviti, kolikšna je ponovljivost 
izvedenih meritev elektroforetskih mobilnosti, kako na elektroforetsko mobilnost 
vplivata koncentracija pufra in napetost na kapilari, kakšna je učinkovitost ločbe, 
resolucija ter hidrodinamski polmer fulerenheksamalonatnega iona. 
 
Ključne besede: kapilarna elektroforeza, elektroforetska mobilnost, 






Determination of electrophoretic mobility of fullerenehexamalonate ion using 
capillary electrophoresis 
Abstract: Capillary electrophoresis is an analytic separation technique, of which  
advantage over other separation techniques is that it requires smaller quantities of samples 
and solvents, when compared with some other separation techniques. Separation occurs 
under the influence of an electric field inside the capillary, filled with a buffer solution. 
The basic separation principle is based on classical electrophoresis and the electroosmotic 
flow. With the phrase electrophoresis we define the migration of ions under the influence 
of the electric field, meanwhile the term electroosmotic flow defines the movement of an 
entire electrolyte solution towards the cathode due to partially deprotonated silanol 
groups on the capillary wall and the consequent excess of cations in the buffer solution. 
Using electrophoresis, we can separate particles carrying different charges, as they 
significantly affect electrophoretic mobilities of them, and we can also separate particles 
of the same charge if they differ in size or shape. 
In this work, I wanted to determine the electrophoretic mobility of the 
fullerenehexamalonate ion with the use of capillary electrophoresis, which can be 
accomplished through complete ionization of fullerenehexamalonic acid Th-
C66(COOH)12. I have calculated its electrophoretic mobility from the measured migration 
times for the analysed ion and acetone, applied voltage on the capillary, and the length of 
the capillary. Because fullerenehexamalonic acid is sensitive to partial decarboxylation, 
two peaks were observed in recorded electropherograms: the first peak belonged to non-
degraded acid Th-C66(COOH)12, and the second one probably occurred due to the presence 
of once decarboxylated fullerenehexamalonic acid, C66H(COOH)11. I varied the 
conditions of separation, I acidified the sample and heated it to higher temperatures, in 
order to provoke its accelerated partial decarboxylation. This purposeful decarboxylation 
also reflected in the electropherograms: several new peaks were observed due to 
degradation of the compound when more than one CO2 molecule was released from the 
original molecule. 
I also wanted to determine the repeatability of our measurements of electrophoretic 
mobilities, how electrophoretic mobility is affected by the buffer concentration and 
voltage on the capillary, the separation efficiency, resolution and the hydrodynamic 
radius of the fullerenehexamalonate ion. 
Keywords: capillary electrophoresis, electrophoretic mobility, fullerenehexamalonic 
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Seznam uporabljenih kratic in simbolov  
 
CE – kapilarna elektroforeza (angl. capillary electrophoresis) 
CEC – kapilarna elektrokromatografija (angl. capillary electrochromatography) 
CGE – kapilarna gelska elektroforeza (angl. capillary gel electrophoresis) 
CIEF – kapilarno izoelektrično fokusiranje (angl. capillary isoelectric focusing) 
CITP – kapilarna izotahoforeza (angl. capillary isotachophoresis) 
CZE – kapilarna conska elektroforeza (angl. capillary zone electrophoresis) 
EOF  – elektroosmotski tok (angl. electro-osmotic flow) 
FHMA – fulerenheksamalonska kislina (angl. fullerenehexamalonic acid) 
HPLC – tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (angl. high performance liquid 
chromatography) 
MEKC – micelarna elektrokinetična kromatografija (angl. micellar electrokinetic 
chromatography) 
NMR – jedrska magnetna resonanca (angl. nuclear magnetic resonance) 
RI – lomni količnik (angl. refraction index) 
RSD – relativna standardna deviacija (angl. relative standard deviation) 










1 Uvod  
Kapilarna elektroforeza (Capillary Electrophoresis – CE) je tehnika v analizni kemiji, ki 
temelji na separacijskih mehanizmih elektroforeze v povezavi s kromatografskimi 
tehnikami. V devetdesetih letih prejšnjega stoletja je bila to zelo obetavna analizna 
separacijska tehnika, danes pa so jo prehitele in zasenčile druge kromatografske tehnike 
in zato ni več toliko v uporabi. Separacija poteka v kapilari, napolnjeni z raztopino pufra, 
kapilara pa je priključena na visoko električno napetosti.[1] 
Elektroforezo lahko definiramo kot gibanje nabitih delcev pod vplivom električnega 
polja. Elektroforezo kot separacijsko metodo je prvič predstavil Tiselius leta 1937, ko je 
začel izvajati elektroforezne eksperimente na proteinih. Kasneje je za svoje delo prejel 
tudi Nobelovo nagrado. Temelje sodobne elektroforeze pa so postavili Virtanen in 
Mikkers s sodelavci, ko so za separacijo začeli uporabljati steklene in teflonske kapilare 
manjšega notranjega premera. V osemdesetih letih prejšnjega stoletja sta Jorgenson in 
Lukacs tehniko še nadgradila z uporabo kapilar iz kremenčevega stekla, katerih tipičen 
premer je znašal 75 µm. Jorgenson je prav tako prvi opisal teorijo in prvi označil CE kot 
eno izmed tehnik analizne kemije.[1] 
Kot vse druge kromatografske in elektroforetske metode tudi kapilarna elektroforeza ni 
absolutna metoda, zato za kvalitativno in kvantitativno analizo uporabljamo standarde. 
Za kvalitativno analizo je pomemben čas potovanja (migracije) spojine od ustja kapilare 
do detektorja, ta čas pa nato primerjamo s časom, ki ga za isto pot potrebuje standard. Kot 
osnova za kvantitativno analizo služi intenziteta signala na detektorju, ki je funkcija 
koncentracije analita, primerjamo pa jo z intenziteto signala raztopine standarda z znano 
koncentracijo.[2] 
Največje težave pri kapilarni elektroforezi in separaciji vzorcev povzročajo nehomogene 
sestave pufra in sproščanje Joulove toplote, ki je posledica električnega toka skozi 
kapilaro, vse to pa potem vpliva na molekularno difuzijo in širjenje con vzorca ter 
ločljivost. Temu se je moč izogniti z uporabo kapilar manjšega premera in s pripravo 
vzorcev nizkih koncentracij, kar pa vpliva tudi na krajši čas ločbe in na boljšo kvaliteto 
ločbe.[2] 
Kapilarna elektroforeza se uporablja za ločevanje analitov različnih velikosti in nabojev, 
tako preprostih molekul kot tudi anorganskih in organskih ionov, peptidov, proteinov, 




Kapilarno elektroforezo lahko glede na način dela razdelimo na več podskupin, ki so si v 
marsičem podobne, vendar pa se med seboj po posameznih značilnostih tudi nekoliko 
razlikujejo. Poznamo kapilarno consko elektroforezo (Capillary Zone Electrophoresis – 
CZE), ki jo bomo uporabili tudi v našem diplomskem delu, micelarno elektrokinetično 
kromatografijo (MEKC ali MECC), kapilarno izoelektrično fokusiranje (CIEF), 









2 Namen dela  
Namen diplomskega dela je s kapilarno elektroforezo določiti elektroforetsko mobilnost 
fulerenheksamalonatnega iona, ki nastane pri ionizaciji fulerenheksamalonske kisline Th-
C66(COOH)12. Ker je ta kislina podvržena delni dekarboksilaciji, želim ugotoviti ali na 
elektroferogramih opazimo dva vrhova, prvega, ki pripada ionu z nabojem 12- in drugega, 
ki pripada ionu z nabojem 11-. Elektroforetska mobilnost se pri kapilarni elektroforezi 
spreminja s pogoji. Meritve bom zato izvajala pri različnih pogojih in preučevala, kako 
spreminjanje koncentracije pufra, pH-vrednosti pufrske raztopine in na kapilaro 
pritisnjena napetost vplivajo na elektroforetsko mobilnost proučevanega iona. Določiti 
želim tudi ponovljivost metode, saj je ravno ponovljivost ena izmed največjih slabosti 
kapilarne elektroforeze. Na izbranem elektroferogramu bom določila še ločljivost in 
učinkovitost ločbe ter izračunala hidrodinamski polmer fulerenheksamalonatnega iona. S 
kapilarno elektroforezo bom raziskala tudi stabilnost danega vzorca. Vzorec bom segrela 
na višjo temperaturo, ga nakisala ter posnela elektroferograme. Pri teh pogojih bi se moral 
vzorec še dodatno delno dekarboksilirati, kar bi se na elektroferogramih pokazalo kot 










3 Teoretični del 
3.1 Osnovni princip kapilarne conske elektroforeze (CZE) 
 
Osnovni princip ločbe s CZE je dokaj preprost. Elektroforetsko ločevanje ionov v 
raztopini pufra poteka zaradi razlike v hitrosti njihove migracije, vzrok zanjo pa je vpliv 
električnega polja, ki so mu v kapilari iz kremenčevega stekla izpostavljeni ioni. Kapilara 
(njena tipična dolžina je okoli 75 cm) je pri tem z vsakim od svojih dveh koncev 
potopljena v svoj rezervoar s pufrsko raztopino. Premer kapilare znaša od 25 do 75 µm, 
tako majhen presek kapilare pa zagotavlja velik ohmski upor med obema koncema 
kapilare, zaradi česar se lahko med rezervoarja preko elektrod priključi vir zelo visoke 
enosmerne napetosti in pri tem skozi kapilaro ne teče prevelik električni tok. Kot 
posledica pritisnjene električne napetosti se vzdolž kapilare vzpostavi dokaj homogeno 
električno polje s tipično jakostjo med 100 in 500 V/cm.  Ko je v kapilaro vnesena 
raztopina vzorca in na kapilaro priključen vir napetosti, se v kapilari vzpostavi 
elektroosmotski tok (EOF), hkrati pa se komponente vzorca ločujejo še po principu 
elektroforeze. S pojmom elektroosmotski tok označujemo gibanje celotne raztopine 
elektrolita znotraj kapilare proti katodi, pojavi pa se kot posledica obstoja delno 
deprotoniranih silanolnih skupin na steni kapilare in prebitka kationov v pufru. Del 
kationov iz pufra se adsorbira na steni kapilare in tvori Sternovo plast, ki delno 
nevtralizira naboj stene, ostali prosto gibljivi kationi pa tvorijo difuzno plast ob površini 
kapilare. Ob priključitvi kapilare na električno napetost prično ti prosto gibljivi kationi 
potovati proti katodi in pri tem s seboj odnašajo tudi molekule topila. Tok raztopine skozi 
kapilaro ima čepast tokovni profil, kar je posledica obstoja električnega naboja na steni 
kapilare. Čepast tokovni profil je pri separacijskih tehnikah dokaj redek pojav, saj pri 
večini ostalih analitskih tehnik, kjer se vzorec ločuje v koloni (npr. pri HPLC), pretok 
raztopine skozi sistem ustvarjamo z nadtlakom na vhodu v sistem, trenje tekočine ob 
stenah pa potem pretok ob stenah upočasni in ustvari se paraboličen tokovni profil.[1,2] 
Električno polje pa deluje tudi na molekule analiziranega vzorca. Anione vleče proti 
anodi, katione pa proti katodi, vendar je elektroosmotski tok večinoma zadosti velik, da 
vse ione, ne glede na to, katere vrste naboj nosijo in kako močno nabiti so, odnese proti 
katodi. Ločba s kapilarno elektroforezo temelji na tem, da različni delci z različnimi 
naboji in/ali velikostmi različno hitro dosežejo detektor. Detektor najprej dosežejo kationi 
z najvišjim razmerjem naboj/hidrodinamski radij, nato kationi z najnižjim razmerjem 




kot EOF. Hitrost potovanja nevtralnih topljencev se zato uporablja tudi kot način merjenja 
EOF. Kot zadnji detektor dosežejo anioni - najprej anioni z nizkim razmerjem med 
nabojem in maso ter nato še anioni z najvišjim razmerjem med nabojem in maso.[2] 
3.2 Shema instrumenta 
 
Osnovna oprema CE instrumenta je preprosta in je prikazana na Sliki 1. Instrument 
vsebuje kapilaro iz kremenčevega stekla, napolnjeno s pufrsko raztopino. Notranji premer 
kapilar je običajno med 10 in 100 µm, dolge pa so od 40 do 100 cm. Kapilara povezuje 
dva rezervoarja, ki sta prav tako napolnjena z raztopino pufra, v vsakega od njih pa je 
potopljena svoja elektroda (katoda oziroma anoda).[4] Instrument za svoje obratovanje 
potrebuje vir visoke napetosti (do 30 kV) in detekcijski sistem. Injiciranje vzorca je 
izvedeno z začasno zamenjavo enega od rezervoarjev za pufer z vialo z raztopino vzorca. 
Količina vzorca, ki se vnese v kapilaro, je določena bodisi z napetostjo injiciranja bodisi 
s pritiskom. Na koncu kapilare je nameščen detektor.[5] 
 
Slika 1: Shema aparature za kapilarno elektroforezo.[6] Pri CE se sicer uporablja kapilara brez razvejanja 
(z enim samim ustjem), zaradi lažje predstavitve principa injiciranja pa je to na zgornji sliki predstavljeno 
z razvejanjem kapilare. V času injiciranja vzorca se rezervoar za pufrsko raztopino na ustju kapilare začasno 






Da bi pri CE dosegli visoko separacijsko učinkovitost, mora biti vzorec injiciran v čim 
ožjem območju. Volumen vnesenega vzorca je običajno od nekaj pikolitrov do nekaj 
nanolitrov.[6] Če v kapilaro vnesemo prevelik volumen raztopine vzorca, se vrhovi 
prično širiti, kar zmanjša učinkovitost ločbe. Koncentracija vzorca mora biti pri CE 
relativno višja kot pri kromatografskih tehnikah, npr. pri HPLC, vzrok za to pa je kratka 
pot svetlobe skozi kapilaro. Vsled tega je občutljivost detekcije pri CE relativno nizka 
glede na ostale separacijske tehnike. Razvile so se tudi posebne tehnike 
predkoncentriranja vzorca v sami koloni ali pa v predkoloni.[7] 
Najbolj pogosta načina injiciranja pri CE sta hidrodinamsko injiciranje in 
elektrokinetično injiciranje. Pri hidrodinamskem injiciranju vnesemo vzorec v kapilaro s 
pomočjo tlačne razlike med obema koncema kapilare. Možni načini so injiciranje z 
natego, uporaba nadtlaka ali pa priključitev vakuuma na detektorski strani kapilare.  
Prednost hidrodinamskega injiciranja pred elektrokinetičnim injiciranjem je v tem, da je 
možno konstantne količine posameznih vzorcev precej ponovljivo in neodvisno od 
mobilnosti analita v vzorcu vnašati v kapilaro.[7] Pri injiciranju z natego potopimo prvi 
konec  kapilare v posodico z vzorcem in nato posodico za določen čas dvignemo na neko 
višino. Pri tem tlačna razlika med koncema kapilare povzroči, da se raztopina vzorca 
injicira v kapilaro. Količino vzorca kontroliramo z višino in časom dviga. Na podoben 
način je možno vnesti vzorec v kapilaro tudi z uporabo nadtlaka na vhodni strani kapilare 
(ali podtlaka na izhodni strani).[2] 
Pri elektrokinetičnem načinu injiciranja ne potrebujemo nobenih posebnih regulacijskih 
mehanizmov. Princip temelji na tem, da vhodni konec kapilare potopimo v raztopino 
vzorca namesto v pufrsko raztopino in kapilaro priključimo na visoko električno napetost. 
Vnos vzorca v kapilaro se izvede zaradi vpliva elektroforeze na nabite delce in vnosa 
raztopine vzorca zaradi elektroosmoze. Slabost tega načina je, da je količina analita, ki se 
vnese, odvisna od njegove mobilnosti, kar pa pomeni, da količina analita ni določena z 
volumnom injiciranja.[2,7] 
3.2.2 Pufri 
Kot pufrske raztopine se najpogosteje uporabljajo raztopine anorganskih soli v vodi. Da 
bi lahko med seboj dobro ločili komponente vzorca, morajo biti le-te električno nabite, to 
pa dosežemo z uporabo primerne pufrske raztopine, ki zagotovi ionizacijo analiziranega 
vzorca. Če imamo v vzorcu prisotne šibke kisline ali baze, so le-te v določenem območju 




neionizirane zvrsti analita, ki pa imajo različne elektroforetske lastnosti. Glede na to, da 
se v pufrskih raztopinah zelo hitro vzpostavljajo kislinsko-bazna ravnotežja, se taki analiti 
vedejo kot enotna komponenta vzorca, njihova elektroforetska mobilnost pa je odvisna 
tudi od konstante ionizacije komponente (Ka) in pH-vrednosti pufrske raztopine. V 
pufrskih raztopinah prisotni anioni vplivajo na električni tok in posledično na 
elektroosmotski tok, pa tudi na sproščanje toplote, interakcije vzorca s steno kapilare in 
na mobilnost ionov. Koncentracija pufra vpliva na elektroosmotski tok in na migracijske 
čase.[2] 
3.2.3 Detekcija 
Eno izmed največjih težav pri CE predstavlja detekcija analita. Pri CE se srečujemo z 
nizko občutljivostjo detektorjev (UV/Vis detektorji). Vzrok temu je kratka pot svetlobe 
skozi vzorec, ki je enaka notranjemu premeru kapilare, saj kot detektorsko celico 
uporabljamo kar odsek kapilare, s katerega se odstrani neprosojna poliimidna zaščita. 
Zaradi kratke optične poti in majhnega premera kapilar je za povečanje občutljivosti 
detektorja potrebno povečati intenziteto svetlobe, to pa dosežemo z uporabo posebnih 
visokoenergetskih žarnic, natančno namestitvijo kapilare v optično pot žarka in s pravilno 
izbiro reže na kapilari. Za detekcijo analita se pri CE najpogosteje uporablja UV/Vis 
detektor, zelo razširjena pa je tudi uporaba fluorescenčnega detektorja, ostali načini 
detekcije pa so še amperometrija, kemiluminiscenca, merjenje lomnega količnika 
(refrakcijski indeks RI) in pa tudi masna spektrometrija. Ločimo med direktno in 
indirektno detekcijo.[2,7] 
3.2.4 Vir napetosti 
Pri CE običajno uporabljamo vire visoke električne napetosti od – 30 do 30 kV. Tok, ki 
teče skozi pufrsko raztopino v kapilari, je odvisen od napetosti na aparaturi, koncentracije 
in vrste pufra, pa tudi od dolžine in premera kapilare. Električni tok najpogosteje ne 
preseže vrednosti 200 µA. Pri prehajanju električnega toka skozi kapilaro se sprošča 
Joulova toplota. Sproščanje toplote nadalje ustvari temperaturni gradient v kapilari, kar 
pomeni, da je temperatura v osi kapilare najvišja, potem pa v smeri proti stenam kapilare 
pada. Ko temperatura naraste, se viskoznost zniža, kar pomeni, da bo viskoznost v osi 
kapilare nižja, linearna hitrost pa višja glede na hitrost gibanja tekočine ob steni kapilare. 
To privede do širjenja vrhov. Toploto uspešno odvajamo z visokim razmerjem med 







Za CE se danes pri veliki večini analiz uporabljajo kapilare iz kremenčevega stekla, 
razlog za to pa je predvsem ta, da ima kremenčevo steklo mnogo dobrih in za CE 
zaželenih lastnosti. Kapilare iz kremenčevega stekla so prepustne za UV svetlobo, kar je 
ugodno z vidika detekcije analitov, saj se pri CE za detekcijo analitov najpogosteje 
uporablja prav UV svetloba. Kremenčevo steklo je obstojno v širokem območju pH-
vrednosti, ima ugodne lastnosti za ustvarjanje velikega elektroosmotskega toka in je tudi 
dokaj inertno glede na vzorce, omogoča pa tudi dobro odvajanje sproščene toplote preko 
sten. Kapilara je na zunanji strani prevlečena s poliimidno zaščito, ki ji daje mehansko 
trdnost. Na odseku, kjer je detektor, pa to zaščito odstranimo in kapilara služi kot 
detekcijska celica.[2,3] 
Kapilare so lahko neobdelane, lahko pa jih tudi ustrezno predobdelamo in tako pridobijo 
želene lastnosti. Pri neobdelanih kapilarah se v območju srednjih pH-vrednosti na steno 
kapilare pogosto adsorbirajo pufri. Temu se izognemo z uravnavanjem pH-vrednosti 
pufra, kar vpliva na pH-vrednost stene. Pri nizkih pH-vrednostih je stena skoraj 
popolnoma protonirana, elektroosmotski tok in posledično tudi adsorpcija pa sta močno 
zmanjšana. Če pa uporabljamo pufre šibkih kislin z visoko pH-vrednostjo (pH > 9), 
molekule vzorca posedujejo negativni naboj in se zato odbijajo od stene kapilare, saj 
imajo enak naboj kot stena. Na steno kapilare adsorbirani delci vzorca lahko vplivajo na 
električno dvojno plast in tako spremenijo elektroosmotski tok, kar močno poslabša 
ponovljivost ločbe. V primeru, ko v pufer dodamo določene komponente, ki se vežejo na 
steno in tako spremenijo njene lastnosti, dosežemo pravzaprav dinamično modifikacijo 
stene kapilare. Pri statičnem načinu predobdelave kapilar v pufer dodamo vodotopen 
polimer, ki lokalno poveča viskoznost raztopine. Ko se tak polimer veže na steno kapilare, 
na njej ustvari tanek sloj raztopine pufra z visoko viskoznostjo, kar odpravi 
elektroosmotski tok. Drugi način pa je, da na steno kapilare vežemo tudi različne 
polimere, ki preprečujejo adsorpcijo molekul vzorca na steno.[2] 
3.3 Elektroforetska mobilnost 
 
S pojmom elektroforeza označujemo migracijo ionov pod vplivom električnega polja. 
Sila, s katero električno polje deluje na električno nabit delec, je enaka Fel., nasprotuje pa 
ji sila upora Fupor., izvirajoča iz viskoznosti medija skozi katerega se premika delec. 




električno nabite delce proti elektrodi z nasprotno polariteto kot jo ima naboj delca, 
izenačimo s silo upora, ki deluje v nasprotni smeri in zavira gibanje delca v raztopini.[6,8] 
Fel. = q·E = q·U/L                           (1) 
Fel….električna sila 
q…naboj delca 
E…jakost električnega polja 
U…napetost 
L…dolžina kapilare 
Fupor = f·v                                                                                                                                                                                                     (2) 
Fupor…sila upora 
v…hitrost gibanja delca 
f… frikcijski koeficient 
Frikcijski koeficient f gibajočega se iona je povezan s hidrodinamskim radijem iona r in 
z viskoznostjo pufrske raztopine.[6] 
f = 6·π·η·r                                                                                                                                      (3) 
r… polmer (hidrodinamski radij) delca  
 η…dinamična viskoznost pufrske raztopine 
Z enačenjem zgornjih enačb dobimo enačbo za ionsko elektroforetsko mobilnost.[6] 
µe = v/E = q/6·π·r·η                                                                                                                       (4) 
µe…ionska elektroforetska mobilnost 
3.3.1 Zeta potencial 
Elektroforetska mobilnost danega iona je v danem mediju konstantna. Pogosto pa je 
zaradi neidealne površine delcev ter hidratacije nabitega delca bolj prikladno opisati 




navajanju polmera delca, ki večinoma zaradi možne sferne asimetrije in težko 
napovedljivih interakcij s pufrom oziroma topilom nima več pravega fizikalnega 
pomena.[2] Zeta potencial pa je po drugi strani tudi količina, na podlagi katere je možno 
v določenih primerih dokaj dobro napovedati stabilnost koloidnih raztopin. 
µe = 2ɛ0ɛrζ /3η                                                                                                                   (5) 
ζ… zeta potencial [V] 
ɛ0… influenčna konstanta (8,854·10
-12 A·s/(V·m) ) 
ɛr… relativna dielektrična konstanta raztopine pufra 
Pojem zeta potencial izhaja iz teorije dvojne električne plasti, ki opisuje stično površino 
med nabitim delcem v raztopini in nasprotno nabitimi delci v okoliški raztopini. Po 
Sternovi teoriji je del nasprotnoimenskih ionov vezanih na površino nabitega delca, del 
pa je prosto gibljiv v difuzni plasti. Padec električnega potenciala Ψ je linearen v prvi 
plasti (vezani plasti – na razdalji od roba nabitega delca a do razdalje d) in eksponenten 
v drugi (difuzni) plasti (od razdalje d do razdalje ). Ti dve plasti ločuje strižna ravnina 
(locirana na razdalji d od središča iona), zeta potencial  pa označuje električni potencial 
strižne ravnine glede na električni potencial medija, v katerem je dispergiran nabiti delec 
(slika 2). Debelina d rigidne plasti je molekularnega reda velikosti saj se pogosto 
predpostavlja, da se absorbira monomolekularni sloj protiionov. Debelina difuzne dvojne 
plasti β je ekvivalentna radiju ionske atmosfere. Ker zeta potenciala ne moremo izmeriti, 






Slika 2: Prikaz upadanja potenciala ob nabiti površini po Sternovi teoriji dvojne plasti. 
Z zeta potencialom lahko razložimo vpliv povečanja naboja centralnega iona, vpliv radija 
nasprotnoimenskih ionov in koncentracije pufra na električno dvojno plast. Povečanje 
naboja centralnega iona zmanjša vpliv nasprotnoimenskih ionov, ki nevtralizirajo naboj, 
kar povzroči povečanje zeta potenciala in posledično večjo mobilnost. Če se poveča 
koncentracija pufra, se s tem poveča tudi ionska moč in več nasprotnoimenskih ionov 
nevtralizira naboj. Zeta potencial se v tem primeru zniža, mobilnosti delcev pa se 
zmanjšajo. Podobno se zgodi tudi, če se poveča radij (adsorbiranih) nasprotnoimenskih 
ionov, le da se to zgodi zaradi pomika strižne ravnine navzven. Tudi v tem primeru zeta 
potencial pade, mobilnost nabitega delca pa se zmanjša.[2] 
3.4 Elektroosmotski tok 
 
Elektroosmoza je pojav, ki ga razen pri elektroforezi ionov srečamo pri vseh 
elektroforetskih separacijah. Vzrok zanjo je prav tako obstoj električnega dvosloja, 
vendar pa je elektroosmoza povezana z električnim dvoslojem na stiku trdne površine 
kapilare in elektrolita. Pojavi se zaradi ionizacije stene kapilare in pa adsorpcije ionov 
elektrolita na steno kapilare. Pri kapilarah iz kremenčevega stekla je stena kapilare 
običajno negativno nabita, saj so proste silanolne skupine deprotonirane, posledično pa v 
raztopini pufra obstaja prebitek kationov, katerih del se zaradi elektrostatskega privlaka 
adsorbira na stenah kapilare. Ko priključimo napetost med oba konca kapilare, električna 




gibati tudi hidratizirani koioni v difuzni plasti, kar povzroči, da se raztopina elektrolita 
začne pretakati skozi kapilaro v obliki čepastega toka.[4] Ta pojav se imenuje 
elektroosmotski tok (Electro-osmotic Flow – EOF). EOF lahko definiramo podobno kot 
ionsko mobilnost.[2] 
µeo=veo/E = veo·L/U                                                                                                           (6) 
Pogosto je osmotska mobilnost veliko večja od ionske mobilnosti analita, to pa povzroči, 
da se vsi delci, ne glede na njihov naboj, gibljejo proti negativni elektrodi (slika 3). 
Njihove hitrosti vi lahko izračunamo po spodnjih enačbah:[6,8] 
Za pozitivne ione: vi = (µeo + µe) ·E = µapp·E                                                                    (7) 
Za negativne ione: : vi = (µeo - µe) · E = µapp·E                                                                 (8) 
Za nevtralne delce: vi = µeo·E= µapp·E             (9) 
µeo… elektroosmotska mobilnost 
µe… ionska elektroforetska mobilnost 
µapp… skupna mobilnost 
Skupno mobilnost lahko izračunamo tudi iz dolžine kapilare med ustjem kapilare in 
detektorjem Ld, migracijskega časa t vrha na elektroferogramu in napetosti.[6,8] 
µapp= Ld/t·E                (10) 
 
Slika 3: Potovanje različno nabitih ionov v kapilari ob priključeni električni napetosti. Oznaka v0 označuje 





3.5 Karakteristike ločbe 
3.5.1 Učinkovitost ločbe 
Elektroforetsko ločevanje temelji na razlikah v mobilnosti analita. Razlika, ki jo 
potrebujemo, da ločimo dva vrhova, je odvisna od širine vrhov. Širina vrhov pa je močno 
odvisna od disperzijskih procesov, ki se odvijajo v koloni. Učinkovitost ločbe je torej 
odvisna od disperzije, ki pa je posledica razlik v hitrosti potovanja delcev znotraj 
določenega območja. Najpomembnejša posledica tega so temperaturne razlike v koloni, 
povzročene zaradi Joulovega segrevanja kolone, pa tudi dolžina časa injiciranja in jakost 
interakcij analita s kolono. Če predpostavimo idealne pogoje je vzdolžna difuzija vzorca 
edini faktor, ki vpliva na širjenje ločenih con. Učinkovitost ločbe CE sistema podajamo s 
številom teoretskih podov N na kapilari in ga lahko izračunamo po enačbi 11.[1,2]: 
N = 16 (t/w)2                                                                                                                                                                                    (11) 
t… migracijski čas analita (čas potovanja analita od trenutka injiciranja do detekcije) 
w… širina vrha (izražena na časovni skali oziroma s časovno enoto) 
Z upoštevanjem Griddingsove enačbe in vključitvijo elektroforetske mobilnosti dobimo  
enačbo 12.[2]: 
N = (µe + µeo)·U / 2·D                                                                                                     (12) 
D… koeficient molekularne difuzije 
Zgornja enačba nam pove, da je število teoretskih podov odvisno od priključene napetosti 
ter od elektroforetske in elektroosmotske mobilnosti, koeficient molekularne difuzije za 
posamezen analit pa je konstanten parameter. Za razliko od kromatografije pri CE število 
teoretskih podov ni odvisno od dolžine kapilare (pri HPLC: kolone) in od retencijskih 
časov.[5] 
3.5.2 Ločljivost 
Ločljivost dveh vrhov R pri CE lahko izračunamo po enačbi 13.[8] 
R = 2·(t2-t1)/(w2+w1)               (13) 
t1, t2…čas potovanja komponent 1 in 2 od injiciranja do detekcije 




Če enačbo zapišemo z elektroforetskimi mobilnostmi, dobimo enačbo 14.[8] 
R = 0,18·(µe1-µe2) ·√
𝑈
𝐷(µ𝑝+µ0)
             (14) 
R…ločljivost 
µe1,µe2…ionska elektroforetska mobilnost prve in druge cone 
µp…povprečna ionska elektroforetska mobilnost dveh con 
3.6 Fulerenheksamalonska kislina 
 
S sodobno tehnologijo lahko posamezne atome ogljika uredimo v 5- in 6-členske obroče, 
ki se med seboj povezujejo v različna geometrijska telesa. Take oblike ogljikovih spojin 
imenujemo fulereni. Fuleren C60 je alotropska modifikacija ogljika, ki jo sestavlja 60 
atomov ogljika in ima obliko nogometne žoge.[9] V 90. letih prejšnjega stoletja so, 
predvsem zaradi svoje simetrije in kemijskih ter fizikalnih lastnosti, fulereni postali 
zanimivi za mnoge znanstvenike delujoče na tehnoloških področjih in na področju 
raziskav bioloških aktivnosti spojin. Mnoge od teh raziskav so bile osredotočene na 
iskanje morebitnih uporabnih lastnosti vodotopnih fulerenskih derivatov. Vodotopnost 
fulerenov lahko dosežemo s pripenjanjem majhnih polarnih hidrofilnih skupin na 
hidrofobno fulerensko osnovo. Za znanstvenike so, z ozirom na to, da je to najbolj 
simetričen pa tudi najbolj raziskan fuleren, še posebej zanimivi derivati fulerena 
C60.[10,11] 
Fulerenheksamalonska kislina (FHMA) Th-C66(COOH)12 je eden izmed vodotopnih 
derivatov fulerena C60, njeno vodotopnost pa zagotavlja šest malonskih skupin pripetih 
na ogrodje C60 (slika 4). FHMA se v vodi obnaša kot dvoprotonska kislina. Ena 
karboksilna -COOH skupina vsakega malonatnega priveska se obnaša kot relativno 
močna kislina, medtem ko je druga -COOH skupina slabše disociirana in se vede kot 





Slika 4: Strukturni prikaz fulerenheksamalonske kisline Th-C66(COOH)12.[11] 
3.6.1 Fulerenheksamalonatni ioni 
Če zvrst Th-C66(COOH)12 nevtraliziramo z močno bazo, nastane anion z električnim 
nabojem 12-, ki že ima deloma polielektrolitske lastnosti. V elektroferogramu vzorca 
fulerenheksamalonske kisline pa se praktično nikoli ne pojavi le en sam vrh, saj je 
malonska skupina dovzetna za delno dekarboksilacijo, kar vodi do degradacije Th-
C66(COOH)12. Pri delni dekarboksilaciji se odcepi ena molekula CO2, s tem pa molekula 
izgubi eno karboksilno skupino, tako degradirana fulerenska molekula pa ima pri popolni 
nevtralizaciji manjši naboj, kot pa ga ima nedegradiran in popolnoma ioniziran 
fulerenheksamalonatni ion. Ker FHMA vsebuje šest malonskih skupin, lahko zaradi 
tovrstne degradacije spojine v raztopini teoretično pričakujemo tudi zvrsti, ki imajo lahko 
maksimalen električen naboj od 11- do 6-, to pa bi se na elektroferogramih odrazilo s 
pojavom več kot le enega vrha.[12] 
Glede na vir [12] lahko domnevamo, da bomo na elektroferogramih sveže pripravljene 
spojine videli le prva dva vrhova, prvega od Th-C66(COOH)12 in drugega od 




spektrom z ionsko kromatografijo izoliranega vrha, za drugi vrh pa se z ozirom na 
mehanizem degradacije domneva, da pripada zvrsti C66H(COOH)11. 
3.6.2 Stabilnost in staranje Th-C66(COOH)12 
Dokazano je, da povišana temperatura pospeši degradacijo derivatov malonske kisline. 
Če vodno raztopino Th-C66(COOH)12 segrejemo na višjo temperaturo (80 °C), se število 
na elektroferogramih opaženih vrhov poveča, je pa obseg degradacije močno odvisen od 
pH-vrednosti medija. V bazičnih pogojih ostaja vzorec pri sobni temperaturi vsaj na 
časovni skali nekaj dni skorajda nespremenjen, v kislih pogojih pa bi na 
elektroferogramih že opazili več vrhov, ki bi bili posledica degradacije vzorca. Višanje 
temperature v kislih pogojih degradacijo še pospeši, v bazičnih pogojih pa kljub višanju 












4 Rezultati in razprava  
4.1 Ponovljivost meritev 
 
Želeli smo preveriti, kolikšna je ponovljivost meritev elektroforetske mobilnosti pri 
kapilarni elektroforezi. Z uporabo 15 mM fosfatnega pufra (pH = 12,00) smo izvedli tri 
analize vzorca, prav tako pa smo, da bi lahko določili vrednost EOF, opravili tudi meritev 
migracijskega časa za aceton. Pri ponavljanju meritev smo opazili, da se migracijski časi 
pri zaporednih meritvah podaljšujejo, kar vpliva tudi na izračune elektroforetske 
mobilnosti. Vzrok tega pojava je neponovljivost elektroosmotskega toka, saj se z vsako 
meritvijo malo spremeni tudi koncentracija pufra, posledično pa tudi elektroosmotski tok 
in migracijski časi.[2] 
Pogoji meritev: temperatura 30 °C, 15 mM fosfatni pufer (pH = 12,00), čas injiciranja 5 
s, napetost 20 kV. 
Tabela 1: Tabela migracijskih časov za prvi (t1) in drugi (t2) vrh ter izračunane skupne mobilnosti za ione 
v našem vzorcu (15 mM pufer, pH=12). 
t1 [min] t2 [min] µapp1 [cm
2/Vs] µapp2 [cm
2/Vs] 
27,49 30,44 0,0001137 0,0001027 
28,16 31,13 0,0001110 0,0001004 
28,53 32,04 0,0001095 9,753·10-5 
 
Tabela 2: Tabela migracijskih časov, izračunane hitrosti potovanja delcev in izračunana elektroosmotska  
mobilnost za aceton (15 mM pufer, pH=12). 
t [min] v [cm/min] µeo [cm
2/Vs] 






Tabela 3: Tabela izračunanih elektroforetskih mobilnosti za prvi in drugi vrh, ter podana povprečna 




1 -0,0005728 -0,0005838 
2 -0,0005755 -0,0005861 
3 -0,0005770 -0,0005890 
povprečna µe -0,0005751 -0,0005863 
 
Ponovljivost rezultatov lahko izrazimo z njihovo relativno standardno deviacijo RSD 
(%), ki nam pove, kako so posamezne vrednosti porazdeljene okoli srednje vrednosti 
meritev. Vidimo, da je RSD elektroforetskih mobilnosti za oba vrhova manjša kot 1%, 
zato lahko še vseeno rečemo, da so elektroforetske mobilnosti pri naših meritvah zelo 
ponovljive. 
Tabela 4: Podana izračunana standardna odmika elektroforetskih mobilnosti in RSD elektroforetskih 
mobilnosti (%) za prvi in drugi vrh. 
Ponovljivost mobilnosti vrh 1 vrh 2 
Standardni odmik 2,108·10-6 2,575·10-6 







Slika 5: Elektroferogrami pod enakimi pogoji ponovljenih meritev za isti vzorec – prikaz ponovljivosti: 
temperatura 30 °C, 15 mM fosfatni pufer (pH= 12,00), čas injiciranja 5 s, napetost 20 kV, pufrska raztopina 
: raztopina vzorca = 1:1 (sestava injicirane raztopine vzorca). 
4.2 Elektroferogram fulerenheksamalonatnega iona 
 
Na spodnjem elektroferogramu proučevanega vzorca lahko opazimo dva vrhova, prvi 
pripada Th-C66(COOH)12 in drugi C66H(COOH)11. Da je temu res tako, lahko sklepamo 
glede na raziskavo [12], kjer sta bili identiteti teh dveh vrhov tudi potrjeni z izolacijo 






Slika 6: Elektroferogram fulerenheksamalonatnega iona: temperatura 30 °C, 15 mM boratni pufer (pH= 
9,30), čas injiciranja 5 s, napetost 20 kV, raztopina vzorca : pufrska raztopina : MQ voda = 3:1:3  (sestava 
injicirane raztopine vzorca).  
Z zgornjega elektroferograma je razvidno, da je migracijski čas prvega vrha krajši od 
migracijskega časa drugega vrha, iz tega pa nato sledi, da bo absolutna vrednost 
elektroforetske mobilnosti prvega vrha (naboj iona 12-) manjša od absolutne vrednosti 
elektroforetske mobilnosti drugega vrha (naboj iona 11-). V nasprotju s tem bi po teoriji 
in enačbi za izračun elektroforetske mobilnosti ionov pričakovali, da se bo ion z večjim 
nabojem izločil kasneje, oziroma, da bo imel večjo elektroforetsko mobilnost. Glede na 
dobljene rezultate je moč sklepati, da naboj iona ni edini faktor po katerem se ločujejo 
komponente v kapilari. Ena izmed možnih razlag bi bila, da se z odcepom ene –COO- 
skupine toliko zmanjša radij iona, da se elektroforetska mobilnost zaradi zmanjšanega 
radija iona poveča bolj, kot pa se zmanjša zaradi zmanjšanega naboja.  
4.3 Vpliv koncentracije pufra na elektroforetsko mobilnost   
 
Želeli smo ugotoviti, kako sama koncentracija pufra vpliva na migracijske čase in 
elektroforetsko mobilnost. Uporabili smo enak pufer različnih molarnosti (15 mM, 25 
mM in 50 mM), pH-vrednost vseh treh pufrov pa je bila enaka. Izbrali smo pH-vrednost 
12, ker je pri tej vrednosti celoten vzorec v ionizirani obliki in imajo tako vse fulerenske 




Tabela 5: Podane elektroforetske mobilnosti za fulerenska vrhova ter elektroosmotska  mobilnost za aceton 
pri različnih koncentracijah pufra. 
 
 *Opomba: Na instrumentu je najdaljši možen čas meritve 99 min, vendar se v tem času v 50 mM pufru 
nobena od fulerenskih zvrsti še ni izločila iz kapilare, zato elektroforetske mobilnosti za fulerenske zvrsti 
v 50 mM pufru ne morem določiti. 
Opazimo, da se s povečevanjem koncentracij pufra podaljšujejo migracijski časi, saj večja 
ionska moč pufra zniža zeta potenciale in EOF, kar posledično pomeni, da se s 
povečevanjem koncentracije pufra absolutne vrednosti elektroforetske mobilnosti našega 
vzorca in elektroosmotska  mobilnost za aceton znižujejo. 
 
Slika 7: Graf odvisnosti absolutne vrednosti elektroforetske oziroma elektroosmotske mobilnosti od 




















 vrh1 vrh2 aceton 




15 - 0,0005755 - 0,0005861 0,0006865 
25 - 0,0005282 - 0,0005396 0,0005971 




4.4 Vpliv napetosti na elektroforetsko mobilnost 
 
Želeli smo preveriti, kako na elektroforetsko in elektroosmotsko mobilnost vpliva 
spreminjanje napetosti. Meritve so potekale v boratnem pufru s pH-vrednostjo 9,30 in pri 
temperaturi 30 °C, čas injiciranja pa je znašal 5 s.  
Tabela 6: Izračunane elektroosmotske mobilnosti za aceton in elektroforetske mobilnosti za fulerenska 
vrhova pri različnih napetostih.  




20000 0,0006929 -0,0005110 -0,0005229 
19000 0,0006579 -0,0004789 -0,0004949 
18000 0,0006574 -0,0004782 -0,0004939 
17000 0,0006572 -0,0004841 -0,0004981 
16000 0,0006377 -0,0004622 -0,0004759 
 
S  povečevanjem napetosti naraščajo tudi elektroforetske mobilnosti.  Razlog  je verjetno 
v tem, da s povečevanjem napetosti narašča tudi temperatura v kapilari, zviševanje 
temperature pa zniža viskoznost raztopine v kapilari. Rezultat tega pa so krajši migracijski 
časi in posledično večje elektroosmotske mobilnosti acetona in večje absolutne 





Slika 8: Graf odvisnosti elektroosmotske in elektroforetske mobilnosti od napetosti v boratnem pufru (15 
mM, pH=9,30) pri T = 30 °C. 
 
 
Slika 9: Elektroferogrami pridobljeni pri različnih napetostih. Pogoji ločbe: boratni pufer (15 mM, 


























4.5 Karakteristike ločbe 
 
Vsi fulerenski vrhovi na elektroferogramih pri naših meritvah so bili praviloma 
nesimetričnih oblik. Pri meritvah, kjer smo uporabljali fosfatni pufer, je prišlo do 
prehitevanja, saj se je vrh eluiral prej kot se je eluirala sredina vrha. Do tega pojava pride, 
če ima vzorec manjšo mobilnost kot pufer, v našem primeru to pomeni, da je pri fosfatnem 
pufru, v katerem sta pri pH=12 prisotni ionski zvrsti HPO4
2- in PO4
3-, povprečna 
mobilnost teh dveh zvrsti večja od mobilnosti fulerenheksamalonatnega iona.[15] Pri 
meritvah, kjer smo uporabljali boratni pufer pH=9, pa je mobilnost boratnega aniona 
manjša od mobilnosti fulerenheksamalonatnega iona, zato so se generirali vrhovi, ki so 
odražali zakasnelo elucijo anionskega analita glede na sredino vrha.  Ta pojav pri anionih 
zaznamo, če ima injicirana raztopina vzorca večjo mobilnost kot raztopina pufra, kar 
potem pomeni tudi večjo specifično prevodnost kot raztopina pufra, to pa vodi do 
manjšega električnega upora znotraj odseka vzdolž kapilare, ki ga zaseda raztopina 
vzorca, v primerjavi z uporom na enako dolgem odseku, ki ga zaseda raztopina pufra. V 
tem »čepu« raztopine vzorca je jakost električnega polja povečana, posledica tega pa je 
pojav nesimetričnih vrhov.[1] Takšno asimetrično obliko vrha lahko odpravimo z 
zmanjšanjem koncentracije analita v vzorcu, saj se z nižanjem koncentracije mobilnost 
raztopine vzorca zniža, prav tako pa se zniža specifična prevodnost raztopine vzorca.  
Druga možnost pa je zvišanje koncentracije raztopine pufra, s tem se zviša mobilnost 
pufra in specifična prevodnost raztopine pufra.[1] V sklopu tega diplomskega dela se 
nismo posebej osredotočali na optimizacijo oblike vrhov, saj je bil naš prvoten cilj le 
določitev elektroforetske mobilnosti iona. Posledično nismo iskali idealno simetričnih 
vrhov pri vseh elektroferogramih, smo pa to poskusili narediti za en elektroferogram, da 
smo lahko potem iz dobljenih rezultatov izračunali število teoretskih podov za posamezen 
vrh ter resolucijo.  
Da smo lahko posneli elektroferogram s simetričnimi vrhovi, smo v raztopini vzorca, ki 
smo jo injicirali v kapilaro, v boratnem pufru, koncentracijo vzorca znižali, tako da smo 
injicirano raztopino pripravili v volumskem razmerju vzorec:pufer:MQ voda = 3:1:3. Pri 






Slika 10: Simetrična vrhova na elektroferogramu (uporabljena je bila sestava injicirane raztopine vzorca v 
volumskem razmerju vzorec:pufer:MQ voda = 3:1:3). Temperatura 30 °C, 15 mM boratni pufer (pH= 9,30), 
čas injiciranja 5 s, napetost 20 kV. 
 




R = 6,8 
Resolucija je pričakovano velika,  saj se vrhova med seboj lepo ločita. 
 
4.6 Hidrodinamski polmer fulerenheksamalonatnega iona 





Tabela 7: Podatki za izračun hidrodinamskega polmera iona (12- in 11-) in izračunana hidrodinamska 
polmera fulerenskih ionov z mnogokratnikom osnovnega naboja 12- in 11-. 
povprečna µe  [cm
2/Vs] -0,0005751 -0,0005863 
e0 [As] 1,602·10
-19  
Q -12 -11 
viskoznost(30 °C) [Pas] 0,00079722  
r [mm] 2,226·10-8 2,001·10-8 
 
Izračunani hidrodinamski radij (enačba 4) zelo verjetno ni popolnoma enak dejanskemu 
hidrodinamskemu radiju. Na elektroforetsko mobilnost odločilno vpliva zeta potencial na 
strižni ravnini med opazovanim ionom in raztopino. Ker obstaja velika možnost, da je 
električni naboj fulerenskega iona v pufrski raztopini zelo dobro zasenčen z naboji 
kationov v raztopini, je lahko zeta potencial na strižni ravnini fulerenskega iona znatno 
nižji od tistega, ki ga napoveduje preprost račun z upoštevanjem velikosti naboja 
fulerenskega iona. Ta preprosti račun velja za neskončno razredčene raztopine, medtem 
ko je za boljši rezultat v raztopinah končno velike koncentracije potrebno upoštevati 
dejansko koncentracijo ionov v raztopini[13,14]  
4.7 Stabilnost fulerenheksamalonatnega iona 
Vzorec, ki smo ga uporabili pri naših meritvah, je bil rahlo razkrojen že takrat, ko je bil 
pripravljen. Na to lahko sklepamo po tem, ko pri meritvah pri običajnih pogojih, torej pri 
sobni temperaturi in v pufru z bazično pH-vrednostjo, v elektroferogramu opazimo dva 
vrhova.  
Ugotovljeno je bilo, da ob povišani temperaturi in z dodatkom kisline (mravljična kislina) 
razgradnja fulerenheksamalonske kisline v vodnih raztopinah poteka pospešeno. 
Zato smo raztopino našega vzorca zmešali z 0,2 % raztopino mravljične kisline v 
razmerju 1:1 in novonastalo raztopino segrevali na grelniku pri temperaturi 75 °C. Na 
vsakih 45 minut smo odvzeli del raztopine in odvzeto raztopino analizirali ter opazovali, 





Slika 11:  Prikaz razpada fulerenskega vzorca po a) 45 min segrevanja pri 75 °C, b) 90 min segrevanja pri 
75 °C  in c) 135 min segrevanja pri 75 °C. 
 
Prvi in drugi vrh sta bila prepoznana kot Th-C66(COOH)12 in C66H(COOH)11, naslednji 
vrhovi pa so posledica degradacije spojine, ko je izstopila več kot le ena molekula CO2. 
Ob predpostavki, da delna dekarboksilacija ne vpliva močno na zmanjšanje zunanjega 
premera molekule in na interakcije med nabitimi ioni in steno kapilare, lahko 
pričakujemo, da bomo na elektroferogramu videli le do 7 vrhov (le tiste spojine, ki imajo 
naboj od 12- do 6-) in ki se bistveno razlikujejo po razmerju naboj/masa. Tudi z 












5 Materiali in metode 
5.1 Materiali 
5.1.1 Uporabljene kemikalije 
Vsi osnovni reagenti, s katerimi smo pripravljali raztopine, so bili hranjeni pri sobni 
temperaturi. V času opravljanja eksperimentalnega dela so bile raztopine pufrov hranjene 
pri sobni temperaturi, v daljših časovnih obdobjih, ko jih nismo uporabljali, pa smo jih 
hranili v hladilniku. Raztopino fulerenskega vzorca smo hranili v zmrzovalniku, med 
delom pa je bila raztopina izpostavljena sobni temperaturi.  
Tabela 8: Seznam uporabljenih kemikalij. 
Kemikalija Čistost Proizvajalec 
Na2B4O7·10H2O p.a. ACS; > 99,5 % Fluka (72000) 
NaOH ≥ 99 % Merck (B1681698 920) 
Aceton C3H6O za HPLC; > 99,8% Honeywell (606-001-00-8) 
HCOOH p.a.; > 99,2 % Gram – mol (P142401) 
Na2HPO4 p.a. Merck (A124146 834) 
Na3PO4 > 98% Fluka (71908) 
Standardni raztopini s pH-
vrednostima  11,00 in 12,00 (T 







5.1.2 Uporabljena laboratorijska oprema in material 
Uporabljali smo standardni laboratorijski pribor in steklovino ter opremo prikazano v 
tabeli 9. 
Tabela 9: Uporabljena oprema pri eksperimentalnem delu. 
Oprema Proizvajalec 
sistem za kapilarno elektroforezo: High 
Throughput Capillary Electrophoresis 
System 270A-HT 
Applied Biosystems 
Polietilenske posodice (viale); 0,5 mL  
Batna pipeta (20 µL)  
Kapilara iz kremenčevega stekla (notranji 
premer 50 µm) 
 
Grelnik  
pH-meter Mettler Toledo 
Sistem filtrov za vodo MQ Millipore 
 
5.2 Metode 
5.2.1 Priprava vzorca 
Dobili smo že pripravljen vzorec, pripravljen pa je bil po postopku opisanem v viru [16]. 
5.2.2 Priprava delovnih pufrov 
5.2.2.1 Priprava boratnega pufra 
Prve meritve smo opravili v 15 mM boratnem pufru, ki smo ga pripravili tako, da smo v 
200 mL čašo zatehtali ustrezno količino Na2B4O7·10H2O in s polnilno pipeto dodali 200 




To pufrsko raztopino smo pripravljali tedensko, saj v nasprotnem primeru meritve niso 
bile ponovljive. 
5.2.2.2 Priprava  fosfatnih pufrov 
Raztopine fosfatnih pufrov smo uporabljali, ko smo želeli izvesti meritve pri isti pH-
vrednosti in smo želeli proučevati vpliv koncentracije pufra na elektroferogram. Izbrali 
smo pH-vrednost 12, ker je pri tej pH-vrednosti vzorec v celoti ioniziran. 
Pripravili smo 50 mM raztopino Na3PO4 in 50 mM raztopino Na2HPO4 tako, da smo v 
100 mL merilni bučki zatehtali ustrezni masi obeh spojin in dopolnili bučki do oznake 
100 mL z MQ vodo. Z ustreznim redčenjem smo v 100 mL bučkah pripravili 15 mM, 25 
mM in 50 mM raztopine Na3PO4 in Na2HPO4. Z mešanjem obeh raztopin iste molarnosti 
smo potem s pomočjo pH-metra pripravili fosfatni pufer s pH-vrednostjo 12,00 in želeno 
molarnostjo. 
5.2.2.3 Merjenje vrednosti pH raztopin 
Najprej smo pH-meter umerili s pomočjo standardnih raztopin z natančno podanimi 
vrednostmi pH (pH-vrednosti 11,00 in 12,00 pri temperaturi 25 °C). Kombinirano 
stekleno elektrodo smo spirali z MQ vodo. Raztopini fosfatno/hidrogenfosfatnega pufra 
smo pri temperaturi 25 °C pH-vrednost uravnali na 12,00 tako da smo ob konstantnem 
mešanju raztopini Na3PO4 dodajali raztopino Na2HPO4 do pH-vrednosti 12,00. Postopek 
smo ponovili za vse tri raztopine (z molarnimi koncentracijami 15, 25 in 50 mM). 
5.2.3 Priprava 0,1 M NaOH in 1 M NaOH 
V dve 500 mL čaši smo zatehtali ustrezni količini NaOH in z merilno pipeto dodali 200 
mL MQ vode ter mešali, dokler se ni ves trdni NaOH raztopil. Nato smo vsako raztopino 
prelili v za to predviden rezervoar in ju uporabljali za spiranje kapilare. 
5.2.4 Izvedba meritev s sistemom za kapilarno elektroforezo in pogoji merjenja 
Meritve smo izvedli s sistemom za kapilarno elektroforezo 270A-HT CE System 
(Applied Biosystems, Perkin-Elmer, USA) in z uporabo programske opreme Turbochrom 
CE Plus System (Perkin-Elmer). Kapilara je bila iz kremenčevega stekla dolžine 72 cm 
in z notranjim premerom 50 µm. Dolžina poti vzorca od injektorja do detektorja je znašala 
50 cm. Instrument smo začeli pripravljati za delo eno uro pred izvedbo meritev. Odprli 
smo dotok plinastega dušika, da smo ustvarili nadtlak 0,169 bar pri injiciranju, nato pa 
smo kapilaro 15 minut spirali z MQ vodo, 20 minut z 0,1 M NaOH, 5 minut z MQ vodo 




začetkom izvedbe meritev. Med posameznimi meritvami v istem dnevu smo kapilaro 
spirali 3 minute z 0,1 M NaOH in 5 minut z delovnim pufrom ter šele nato injicirali vzorec 
in kapilaro priključili enosmerno napetost. Po zaključku meritev smo kapilaro vsak dan 
spirali 10 minut z 0,1 M NaOH in 10 minut z MQ vodo. Enkrat tedensko smo kapilaro še 
5 minut spirali z zrakom, ter nato iz rezervoarjev natočili svežo raztopino 0,1 M NaOH, 
pufrsko raztopino in MQ vodo.  
Vzorci so bili injicirani hidrodinamično z različnimi časi injiciranja, običajno 3 ali 5 
sekund, pri nadtlaku 0,169 barov in v območju napetosti od 16 do 20 kV. Valovna dolžina 
detektorja za detekcijo vzorca je bila nastavljena na 330 nm, za aceton pa na 265 nm.  
Pri kapilarni elektroforezi smo merili odziv detektorja kot funkcijo časa in na dobljenem 
elektroferogramu opazovali vrhove pri določenih migracijskih časih. 
5.2.5 Priprava mravljične kisline in staranje vzorca  
Iz koncentrirane mravljične kisline smo pripravili 0,2 % vodno raztopino mravljične 
kisline. Tako pripravljeno mravljično kislino smo zmešali z raztopino vzorca v 
volumskem razmerju 1:1 ter preverili pH-vrednost raztopine s pH-lističem (pH-vrednost 
med 2 in 3). Novonastalo raztopino smo segrevali in na vsakih 45 minut odvzeli del 
raztopine. Odvzeto raztopino smo analizirali ter opazovali, kako s časom pri povišani 
temperaturi v kislih pogojih razpada fulerenski vzorec. 
5.2.6 Ponovljivost meritev 
Kot delovni pufer smo uporabili 15 mM fosfatni pufer. Meritev za vzorec smo pod istimi  
pogoji ponovili trikrat in merili migracijske čase. Pod istimi pogoji smo izvedli tudi 
meritev za aceton in izmerili še njegove migracijske čase. 
5.2.7 Vpliv koncentracije pufra na elektroforetsko mobilnost 
Želeli smo izvesti meritve pri isti pH-vrednosti, vendar s pufri različnih koncentracij. 
Izbrali smo pH-vrednost 12,00, saj je pri tej pH-vrednosti vzorec v celoti ioniziran. 
Uporabili smo tri različne koncentracije pufrov (15 mM, 25 mM in 50 mM). Izvedli smo 
dve meritvi za vsako koncentracijo pufra – meritev migracijskih časov za vzorec in 
aceton. 
Z naraščajočo koncentracijo pufra se je podaljševal tudi migracijski čas. Najdaljša 




fulerenskega vzorca v 50 mM pufru v 99 minutah še nismo zaznali vrhov, zato meritve 
nismo mogli izvesti. 
5.2.8 Vpliv napetosti pufra na elektroforetsko mobilnost 
Kot delovni pufer smo uporabili boratni pufer. Izvedli smo meritev pri napetosti 20 kV, 
najprej za vzorec in potem še za aceton ter zabeležili migracijske čase vrhov. Postopek 
smo ponovili pri različnih napetostih (19 kV, 18 kV, 17 kV, 16 kV) in opazovali, kako se 
elektroforetska mobilnost spreminja z napetostjo. Pri vsaki od meritev pri izbranih 
napetostih smo poleg meritve migracijskega časa za vzorec opravili tudi meritev 
migracijskega časa za aceton. 
5.2.9 Čiščenje steklovine 
Vsa steklovina je morala biti ustrezno očiščena. Najprej sem jo spirala z vodovodno vodo, 
nato z destilirano vodo in na koncu z MQ vodo. 
5.2.10 Varstvo pri delu 
Pri delu smo nosili zaščitno haljo in zaščitna očala. Upoštevali smo splošna navodila za 
varno delo v laboratoriju ter navodila za delo z CE instrumentom, saj je instrument 












6 Zaključek  
V diplomskem delu sem s kapilarno elektroforezo določila elektroforetsko mobilnost 
fulerenheksamalonatnega iona. Potrjeno je bilo, da je vzorec podvržen delni 
dekarboksilaciji, saj sem na elektroferogramih vedno opazila vsaj dva vrhova, ob namerni 
degradaciji vzorca pa so se pojavili še dodatni vrhovi. Elektroforetsko mobilnost sem 
določila popolnoma ioniziranemu ionu fulerenheksamalonske kisline, Th-C66(COOH)12, 
z nabojem 12- (prvi vrh) ter ionu, ki najbrž izvira iz prvega dekarboksilacijskega produkta  
Th-C66(COOH)12 in ima najbrž naboj 11-, C66H(COOH)11 (drugi vrh).  Presenetilo me je, 
da je absolutna vrednost elektroforetske mobilnosti prvega vrha (naboj iona 12-) manjša 
od absolutne vrednosti elektroforetske mobilnosti drugega vrha (naboj iona 11-), iz česar 
lahko sklepam, da naboj iona ni nujno odločilni faktor, po katerem se komponente pri 
kapilarni elektroforezi ločujejo. Sama razlage in vzrokov za to v svojem diplomskem delu 
nisem odkrila, je pa to vsekakor nekaj, kar bi lahko predstavljalo iztočnico za nadaljnje 
raziskave. 
Ugotavljala sem ponovljivost metode kapilarne elektroforeze. Ponovljivost sem izrazila 
z RSD (%) izračunanih elektroforetskih mobilnosti. Za oba vrhova je bil RSD pod 1%, iz 
česar lahko sklepam, da so bili rezultati pri mojih meritvah zelo ponovljivi in da se večja 
odstopanja niso pojavila, čeprav na splošno velja, da je ravno ponovljivost ena izmed 
glavnih slabosti kapilarne elektroforeze.  
V svojem diplomskem delu sem želela ugotoviti, kako na elektroforetsko mobilnost 
vpliva spreminjanje koncentracije pufra in spreminjanje napetosti. Meritve sem izvajala 
pri treh različnih koncentracijah pufra (15 mM, 25 mM, 50 mM). Ugotovila sem, da se s 
povečevanjem koncentracije pufra elektroforetske mobilnosti analiziranih ionov 
znižujejo. Zanimal me je tudi vpliv spreminjanja napetosti na kapilari na elektroforetske 
mobilnosti ionov. Meritve sem izvajala pod enakimi pogoji, spreminjala sem le napetost 
na instrumentu (16 – 20 kV). Opazila sem, da se s povečevanjem napetosti povečujejo 
tudi elektroforetske mobilnosti ionov. 
Iz izbranega elektroferograma sem izračunala število teoretskih podov za oba vrhova in 
določila resolucijo. Resolucija je bila visoka, saj sta se vrhova na vseh elektroferogramih 
lepo ločila med seboj. Iz pridobljenih meritev sem določila še približen hidrodinamski 
radij fulerenheksamalonatnega iona 12- in iona z domnevnim nabojem 11-. Izračunani 
hidrodinamski radij po vsej verjetnosti ne ustreza dejanskemu, saj sem pri tem računu 




Pri svojem delu sem se posvetila tudi stabilnosti vzorca. V ta namen sem vzorec nakisala 
(2 < pH < 3) in ga za nekaj časa izpostavila temperaturi 75 °C. Na posnetih 
elektroferogramih tako obdelanega vzorca je bilo moč opaziti pojav novih vrhov, kar 
pomeni, da pri povišani temperaturi in v kislih pogojih poteka nadaljnja dekarboksilacija 
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